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HERSTELLUNG VON HOCHGRADIG ISOTOPENMARKIERTEN, SEKUNDAREN,
MIKROBIELLEN STOFFWECHSELPRODUKTEN SOWIE
STOFFWECHSELPRODUKTE

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren
zur Herstellung von isotopenmarkierten, sekunddren Stoff-
wechselprodukten von Pilzen oder Bakterien in einem f£lls-
sigen, synthetischen Kulturmedium sowie auf isotopenmar-
kierte, sekunddre Stoffwechselprodukte von Pilzen oder Bak-

terien.

Isotopenmarkierte Substanzen gewinnen in der heutigen Zeit
immer grodfere Bedeutung, insbesondere in der Technologie
der Flussigkeitschromatografie mit massenspektrometrischer
Detektion (LCMS), in welcher eine effiziente, spektromet-
rische Analyse mit hohem Produktdurchsatz ermdglicht wird.
Die Technologie kann fiir eine grofie Vielfalt von potentiel-
len Analyten eingesetzt werden, wobeili es keine Begrenzung
der Moleklilmasse gibt, jedoch Probleme bei dem Nachweis der
einzelnen Substanzen dahingehend auftreten kdénnen, daf so-
wohl die Zerfallsspektren als auch die einzelnen Molekll-
peaks entsprechend zugeordnet werden missen. Um hiebei eine
verldRliche LCMS-Applikation und -Methoden zu erzielen, ist
die Verwendung von sogenannten internen Standardsubstanzen
von steigender Bedeutung. Interne Standards sind Substan-
zen, die eine sehr hohe Ahnlichkeit mit dem eigentlichen
Zielanalyten aufweisen, d.h. insbesondere wenn mdglich eine
idente wmolekulare Struktur aufweisen, jedoch mit unter-
schiedlichem Molekulargewicht. Als ideale interne Standards
erweisen sich daher isotopenmarkierte Moleklle des Zielana-
lyten, d.h. Moleklle, in welchen ein oder mehrere Atome im
Molekill durch ihre Isotopen ersetzt werden. Gegenwdrtig

werden derartige Substanzen durch organische Synthese her-
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gestellt, indem beispielsweise Wasserstoffe oder Kohlen-
stoffe durch die entsprechenden schwereren Isotopen ersetzt

werden,

In diesem Zusammenhang hat es sich jedoch bei LCMS-Analysen
gezeigt, daB es winschenswert ist, daR die isotopenmarkier-
ten Substanzen, die als interne Standards verwendet werden,
einen MoleklUlmassenunterschied von wenigstens 3 besitzen,
um eine deutliche Trennung von dem Zielanalyten erzielen zu
kénnen und daf3, wenn méglich Substanzen zum Einsatz gelan-
gen sollen, die aus so wenigen Isotopomeren wie mdglich be-

stehen.

Ein Weg, isotopenmarkierte, pflanzliche oder mikrobielle
Metaboliten herzustellen, ist Ulber den Biosyntheseweg der
entsprechenden Pflanzen und/oder Mikroben. Hiebei werden
die Kulturmedien mit radioaktiv markierten N&hrstoffen ver-
setzt und die N&hrmediumsbestandteile werden zu einem ge-
wissen Prozentsatz in die anabolischen und metabolischen
Kreisldufe der Mikroben- oder Pflanzenkulturen eingebaut,
so dafl Isotope in die Stoffwechselprodukte inkorporiert
werden. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist es, daR mit
diesem Verfahren lediglich eine unvollstdndige Markierung
erzielbar ist und normalerweise ein Gemisch von verschie-
densten Isotopomeren gebildet wird, wodurch die Verwendung
von derartigen isotopenmarkierten Substanzen bzw. isotopen-
markierten, pflanzlichen oder mikrobiellen Metaboliten zur
Verwendung als interne Standards nur schlecht geeignet
scheint, da bei Einsatz derartiger Substanzen nicht ein
Standard zur Anwendung kame, sondern eine breite Palette
von Isotopomeren, wodurch wiederum ein gezielter Nachweis
von Zielsubstanzen in LCMS-Spektrometrien nicht bzw. nur

duBerst schwer mdglich erscheint.
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Die vorliegende Erfindung zielt nun darauf ab, ein Verfah-
ren zur Herstellung von isotopenmarkierten, sekundaren
Stoffwechselprodukten von Pilzen oder Bakterien zur Verfi-
gung zu stellen, in welchen samtliche bzw. nahezu samtliche
Kohlenstoffatome, Stickstoffatome oder Schwefelatome in dem
Ausgangsprodukt durch stabile Isotopen ersetzt werden und
dadurch ein einziges, isotopenmarkiertes Endprodukt erzielt
wird, welches in spektrometrischen Verfahren, insbesondere
LCMS, 1leicht und sicher nachweisbar ist. Die Erfindung
zielt weiters auf die Herstellung eines Stoffwechselpro-
dukts ab, welches als interner Standard bzw. in spektromet-
rischen Analyseverfahren, insbesondere LCMS, sicher und zu-

verlassig eingesetzt bzw. verwendet werden kann.

Zur Losung dieser Aufgaben wird das Verfahren gemaf der
vorliegenden Erfindung so geflhrt, daf die Synthese durch
Immobilisieren der Pilze oder Bakterien auf einem inerten
Trager unter Zugabe von fllssigem, synthetischem Kulturme-
dium, in welchem im wesentlichen samt -
liche Xohlenstoffatome, Stickstoffatome und/oder Schwefel-
atome durch stabile Isotope ersetzt wurden, durchgefihrt
wird. Dadurch, daR die Synthese durch Immobilisieren der
Pilze oder Bakterien auf einem inerten Triger unter Zugabe
von fllUssigem, synthetischem Kulturmedium, in welchem im
wesentlichen samtliche Kohlenstoffatome, Stickstoffatome
und/oder Schwefelatome durch stabile Isotope ersetzt wur-
den, durchgefihrt wird, gelingt es, ein isotopenmarkiertes
Stoffwechselprodukt der Pilze und Bakterien herzustellen,
in welchem samtliche Atome bzw. wenigstens 95 % der Atome,
die durch Anzucht aus dem Kulturmedium entnommen werden
kénnen, namlich Kohlenstoff-, Stickstoff- oder Schwefel-

atome, durch die stabilen Isotopen der im Kulturmedium ent-
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haltenen, isotopenmarkierten Nahrsubstanzen ersetzt sind
und somit ein gezieltes, isotopenmarkiertes Produkt erhal-
ten werden kann und nicht, wie dies im Stand der Technik
vielfach beschrieben wurde, eine Mischung von verschiedenen
Homologen mit variierender Anzahl von Isotopenatomen er-
zielbar ist. Durch dieses Herstellungsverfahren kann somit
ein isotopenmarkiertes, sekunddres Stoffwechselprodukt er-
zielt werden, welches gezielt einsetzbar ist und welches in
samtlichen Analysen bzw. auch in metabolischen Studien klar

und eindeutig nachgewiesen werden kann.

Gemafl einer Weiterbildung ist das Verfahren so gefithrt, daR
als Kohlenstoffquelle im fllUssigen, synthetischen Kulturme-
dium Zucker oder Zuckeralkohole, insbesondere D-[U-*3C¢] -
Glucose, **C-Saccharose, **C-Glycerin und/oder XC-Acetat,
als Stickstoffquellen *N-Aminos&uren, -Nitrate,
-Ammoniumverbindungen oder -Harnstoff, als Schwefelquellen
3g- oder **s-Sulfate, -Sulfide oder -Aminosduren eingesetzt
sind. Indem vollstandig durchmarkierte Kohlenstoff-, Stick-
stoff- und/oder Schwefelquellen in dem fllUssigen, synthe-
tischen XKulturmedium enthalten sind, ist bei der Anzucht
von Stoffwechselprodukten von Pilzen oder Bakterien der
Pilz bzw. das Bakterium gezwungen, in das Stoffwechselpro-
dukt das jeweilige markierte Isotop einzubauen, so daR si-
chergestellt werden kann, daR die sekunddren Stoffwechsel-
produkte der Pilze oder Bakterien zu einem hohen Grad, wenn
nicht vollstdndig mit den entsprechenden Isotopen markiert

bzw. durch die entsprechenden Isotopen ersetzt sind.

Zur Verbesserung der Ausbeute an isotopenmarkierten, sekun-
didren Stoffwechselprodukten von Pilzen oder Bakterien wird
das Verfahren gemafl einer Weiterbildung so gefthrt, daf das

fllissige, synthetische Kulturmedium zusdtzlich eine Mi-
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schung, gewdhlt aus anorganischen Salzen oder Sduren und
Basen mit den Ionen Na*, K*, ca**, Mg*t, Fe***, zn**, cu*, B*"
sowie CO;™ ", 80,77, PO,”77, NO; , enthdlt. Indem in dem flis-
sigen, synthetischen ZXulturmedium Salze oder Sauren und
Basen mit den Ionen Na*, X', ca*, mMg**, Fe'**, zn™, cu't, B™*
sowie CO;™7, S0O,7, PO,"", NO;  enthalten sind, wird gicherge-
stellt, daf’ sd&mtliche Fremdionen, welche mdglicherweise in
den Pilzen oder Bakterien neben Kohlengstoff, Wasserstoff,
Stickstoff und Schwefel enthalten sind, in ausreichender
Menge und sicher zur Verfigung gestellt werden, wodurch ne-

ben rascher Anzucht auch eine hohe Ausbeute erzielbar ist.

Zur weilteren Verbesserung der Ausbeute wird als inerter
Trager ein natlrlicher oder synthetischer Trédger mit grofer
innerer Oberfliche, insbesondere Silikat, Schichtsilikat,
Zeolith, Bentonit, gebrannter Ton, Diatomeenerde, Kunst-
stoffe oder dgl., eingesetzt. Durch Einsatz eines inerten
Tragers mit groRer, innerer Oberfldche gelingt eine Ausbeu-
teverbesserung bei dem Verfahren gemdf der vorliegenden Er-
findung von wenigstens 50 % gegenlber herkdmmlichen Verfah-
ren, welche ohne inertem Trager mit groRer, innerer
Oberflache durchgeflihrt werden, zu erzielen. Derartige Aus-
beutesteigerungen machen das Verfahren nicht nur wirt-
schaftlicher, sondern stellen auch sicher, daR ausreichende
Mengen der gewlnschten Endprodukte der isotopenmarkierten,
sekundidren Stoffwechselprodukte hergestellt werden kdnnen,
um diese ginnvoll in Analysen als interner Standard bzw.

auch in metabolischen Studien einsetzen zu kdnnen.

Die grdéRten Verbesserungen der Ausbeute kdénnen gemafl der
Erfindung insbesondere dadurch erzielt werden, daR als
inerter Trager wmit groRer, innerer Oberfldche ein Alumi-

niumsilikat, Dbeispielsweise Diatomeenerde, insbesondere
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Kieselgur, Isolute HM-N oder ein Zeolith oder ein Schicht-
silikat, insbesondere ein Vermiculit, aus der Gruppe der
Glimmerminerale, in natlrlicher oder behandelter Form ein-
gesetzt wird. Bel diesen Substanzen ist insbesondere die
Oberflachenbeschaffenheit, wie Oberfldchenspannung, Porosi-
tdt und dgl., fir einen besonders guten Umsatz an der Tré-
geroberflache geeignet. In analoger Weise kdénnen durch Ver-
wendung inerter Kunststofftriger, die aus Schaumstoff,
Polyamid, Silikon, Polyethylen, Polypropylen, Polytetra-
fluorethylen, Polyester oder dgl., gewahlt sein kénnen,
entsprechende Ausbeuteverbesserungen erzielt werden, wobei
der Einsatz von natlrlichen Tradgern wmit grofer, innerer
Oberflache bzw. der Einsatz von Kunststofftrigern in Abhin-
gigkeit von den herzustellenden Stoffwechselprodukten in

gleicher Weise verbesserte Ausbeuten ergibt.

Flir eine moéglichst rasche Verfahrensflhrung bei gleich-
zeitig hoher Ausbeute ist die Erfindung dahingehend weiter-
gebildet, daR die Herstellung bei Temperaturen zwischen 3
und 45 °C, insbesondere zwischen 10 und 35 °C, durchgefihrt
wird. In diesem Zusammenhang hat es sich teilweise als gln-
stig erwiesen, daff ein Herstellungsverfahren nicht immer
bei gleichbleibender Temperatur gefihrt wird, sondern daR
auch Temperaturwechsel innerhalb der angegebenen Grenzen zu
Ausbeuteverbesserungen bzw. Beschleunigung der Reaktionen

bzw. Umsatze fluhren kdénnen.

Umn ein mdglichst reines Endprodukt zu erzielen, wird das
erfindungsgemdfle Verfahren so geflihrt, daR die isotopenmar-
kierten, sekunddren Stoffwechselprodukte aus dem fliissigen,
synthetischen Kulturmedium durch Extraktion und Aufkonzent-
ration, beispielsweise durch die Koﬁbiﬁation der Schritte,

wie Fest/Flussig-FllUssig/FllUssig-Extraktion, Zentri-
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fugieren, Filtration, Eindampfen, Einengen und Verdampfen,
gewonnen werden. Nach der Gewinnung der isotopenmarkierten,
sekunddren Stoffwechselprodukte hat es sich als vorteilhaft
erwiesen, diese Produkte einer weiteren Reinigung zu unter-
werfen, wobel gemdfzy der Erfindung in bevorzugter Weise als
Reinigungsverfahren chromatographische Verfahren, insbeson-
dere Saulenchromatografie, praparative Dunnschichtchromato-
grafie, Ionenchromatografie, Affinitdtschromatografie,
AusschluRchromatografie und/oder préaparative Hochleistungs-
Flussigkeitschromatografie, eingesetzt werden. Nach einem
derartigen Aufarbeitungsverfahren und Reinigungsverfahren
gelingt es, isotopenmarkierte, sekunddre Stoffwechselpro-
dukte von Pilzen und Bakterien zu erzielen, in welchen we-
nigstens 95 % der Kohlenstoffatome, Stickstoffatome
und/oder Schwefelatome durch die entsprechenden stabilen
Isotope ersetzt sind, und somit kénnen Produkte erzielt
werden, die eine entsprechende Massendifferenz zum natir-
lichen Analyten aufweisen, um beispielsweise in einer Flis-
sigkeitschromatografie mit massenspektrometrischer Detek-
tion (LCMS) ausreichend von natlUrlich auftretenden, schwe-
ren Isotopen unterscheidbar zu sein und somit beispiels-
weilse einen stabilen, eindeutig identifizierbaren, internen
Standard in derartigen Analysen zur Verflgung stellen kén-

nen.

Die Erfindung zielt weiters auf ein isotopenmarkiertes, se-
kundares Stoffwechselprodukt wvon Pilzen und Bakterien ab,
welches im wesentlichen wvollstandig, insbesondere wenig-
stens 95 % aller Kohlenstoffatome, Stickstoffatome und/oder

Schwefelatome durch stabile Isotope ersetzt aufweist.

Derartige isotopenmarkierte, sekunddre Stoffwechselprodukte

von Pilzen oder Bakterien kdénnen gemdf einer Weiterbildung
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der Erfindung als interne Standards in der Analytik, flr
Stoffwechselstudien in Fltterungsversuchen bei Tieren, flur
metabolische Studien, zur Aufkldrung von Stoffwechselkreis-
ldufen, Abbauwegen und/oder Abbauzeitspannen sowie Einlage-
rungen eingesetzt werden. In sdmtlichen genannten Einsatz-
zwecken ist es von wesentlicher Bedeutung, einen stabilen
und eindeutig nachweisbaren Standard bzw. eine eindeutig
nachweisbare und verfolgbare Substanz in dem Versuchsschema
bzw. Abbauschema enthalten zu haben, um die einzelnen Ver-
fahrens- bzw. Ablaufschritte eindeutig nachvollziehen =zu

kdénnen.

Gemaf einer Weiterbildung sind in den analytischen Verfah-
ren bzw. den Stoffwechselstudien, Abbauwegen und dgl. als
Stoffwechselprodukte Mykotoxine, insbesondere Trichothe-
cene, wie Nivalenol, Deoxynivalenol, 3-Acetyl-Deoxynivale-
nol, 15-Acetyl-Deoxynivalenol, Fusarenon X, T-2 Toxin, HT-2
Toxin, DAS, Fumonisine, wie Fumonisin Bl, B2 oder B3, Och-
ratoxine, wie Ochratoxin A, B, C oder D, Zearalenone, Moni-
liformin oder Aflatoxine, wie Aflatoxin Bl, B2 Gl oder G2,
eingesetzt. Mykotoxine sind von immer gréRerer Bedeutung in
der Atiologie von tierischen Krankheiten und es ist notwen-
dig, ausreichende Mengen derartiger Substanzen technisch
herzustellen, um mit chemisch mdéglichst eindeutigen bzw.
reinen Stoffen in der Folge entsprechende toxikologigche,
veterinarmedizinische Untersuchungen durchflhren zu kénnen.
Da Mykotoxine eine ernsthafte Gesundheitsgefdhrdung von
Tier und Mensch darstellen, ist deren Analytik ein Thema
von globalem Interesse, da insbesondere bereits viele Lan-
der Richt- und Grenzwerte flir die Toleranz derartiger Sub-
stanzen entwickelt haben. Der Nachweis bzw. die Quantifi-
zierung derartiger Mykotoxine Uber den Einsatz von internen

Standards, welche eindeutig nachweisbar sind und somit eine



10

15

20

25

30

WO 2006/105563 PCT/AT2006/000129

quantitative Analyse des jeweiligen Toxins ermdglichen,
stellt einen bedeutenden Fortschritt beim Nachweis der-

artiger gefahrlicher Substanzen zur Verflgung.

In gleicher Weise ist auch der quantitative Nachweis bzw.
die Verfolgung von Toxinen, insbesondere, wie dies einer
Weiterbildung der Erfindung entspricht, Endoxinen und
Exotoxinen, insbesondere Bakterientoxinen von Escherichia
coli sp., Salmonella sp., Clostridium sp., Bacillus sp.
oder Staphylococcus sp., von ebenfalls vitalem Interesse
fir die Volksgesundheit bzw. flir den Nachweis von schid-
lichen Substanzen in Nahrungs- und Genufmitteln. Auch der
Einsatz von Stoffwechselprodukten, wie Antibiotika, insbe-
sondere die von Actinomyceten gebildeten Antibiotika, wie
Tetracycline, Streptomycine oder Aminoglycoside, von Bazil-
lus sp. gebildete Antibiotika, wie Bacitracin oder Polymy-
xin, von Penizillium gebildete Antibiotika, wie Penicillin
oder Griseofulvin, oder von Cephalosporium gebildete Cepha-
losporine, hat immer grdRere Bedeutung, insbesondere im
Fall von Erkrankungen bzw. im Fall eines Nachweises der-
artiger Substanzen in Nahrungs- und Genufmitteln, wobei
auch flr diese Substanzen festzuhalten ist, daf® Substanzen,
mit welchen ein quantitativer Nachweils der Stoffwechselpro-
dukte, wie Antibiotika, gelingt, von vitalem Interesse fir

die Allgemeinheit sind.

Gemaf einer Weiterbildung gelangen als Stoffwechselprodukte
Reinsubstanzen mit einem Durchmarkierungsgrad mit *3c, N
bzw. 3*)S oder 3!s zur Anwendung, wodurch einerseits eine
eindeutige Unterscheidung von den nicht markierten Substan-
zen bzw. Stoffwechselprodukten mdglich ist und andererseits
auch eine Unterscheidung von natﬁrlich vorkommeﬁden Isoto-

pen mit Sicherheit gewdhrleistet wird und schlielich in
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Analysen bzw. Nachweisverfahren eine eindeutig verfolgbare

Substanz zur Verfligung gestellt werden kann.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen ndher
erlautert, welche die Herstellung von hochgradig isotopen-

markierten Stoffwechselprodukten zeigen.

Beispiel 1
Herstellung von hochgradig isotopenmarkiertem [U-*3Cyis] -

Deoxynivalenol (DON)

Zur Herstellung von vollstadndig durchmarkiertem *C-DON
wird ein Fusarium-Pilz, nadmlich Fusarium graminearum, auf
inertem Tragermaterial, namlich Vermiculit, inokuliert und
in einem synthetischem Kulturmedium, bestehend aus 0,5 g
K,HPO,, 2,0 g NaNO;, 0,7 g MgSOs.7H,0, 2,0 g KCl, 15 g D-[U-
Bc¢lGlucose, 1,5 g NHH,PO,, 15 mg Fe(II)S04*7H,O0 oder 20 mg
ZnS0.*7H,0, das D- [U-CglGlucose als alleinige Kohlenstoff-
quelle enthalt, bebritet. Nach 5 Wochen bei ca. 28 °C wird
das toxinhdltige Material mit Ethylacetat extrahiert und
anschlieRend zur Standardgqualitdt (Reinheit > 98 %) mittels
Extraktion, Chromatografie und Kristallisation aufgerei-

nigt.

Pro Produktionsansatz werden ca. 40 ml Inkubationsansatz
bereitet. Gepooltes, toxinhaltiges Material wird an-
schlieffend weilterverarbeitet. Aus 1000 ml Ansatz werden
zwischen 5 und 50 mg [7.5 bis 17.5mg] vollsténdig durchmar-

kiertes [U-3Cy5] -DON gewonnen.

Das gereinigte Produkt wurde mittels folgender Analysever-
fahren charakterisiert:

Iy NMR u. PC-NMR
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LC-MS/MS Q Trap zur Bestimmung des *C Isotopenanteils
Reinheits- und Konzentrationsbestimmung gegen Referenzmate-
rialien mit UV/VIS und HPLC-DAD

Justierung der Konzentration

Qualitdtskontrolle mit UV/VIS, HPLC-DAD, LC-MS/MS Q Trap

Ein derartiges hochgradig isotopenmarkiertes Boys-
Deoxynivalenol (**Cy5-DON) kann beispielsweise als interner
Standard eingesetzt werden. Ein derartiger interner Stan-
dard hat eine exakt um 15 g/Mol schwerere Molmasse und so-
mit erscheint sein Signal im Massenspektrum (Fig. 1) genau
15 amu hoéher als das Signal des Analyten. Da samtliche son-
stigen chemischen und physikalischen Eigenschaften des *’C-
markierten DON ident mit dem Analyten sind, geht ein der-
artiger interner Standard exakt dieselbe Fragmentierung wie
der Analyt ein, auch die Ionisierung der Substanz ist
gleich und somit auch die Ionisierungsausbeute. Dies bedeu-
tet, daR die Signalhéhe der Fragmente bzw. Substanzionen
zwigschen internem Standard und Analyten absolut vergleich-
bar wird und, da die Konzentration des internen Standards
in einer Analyse bekannt ist, kdnnen dadurch direkte Rick-
schllisse auf die Konzentration eines Analyten gezogen wer-
den, wodurch ein derartig hochgradig durchmarkiertes Deoxy-

nivalenol einen nahezu idealen internen Standard darstellt.

Fig. 1 zeigt C;,-DON und C;3-DON in einem gemeinsamen
Massenspektrum. In Fig. 1 ist neben den Molekllpeaks von
B30,5-DON und jenem von ?C-DON bei 295,2 bzw. 310,2 auch die
Verteilung der Verbindungen, bei denen nicht alle C-Atome
durchmarkiert wurden und somit nicht aus einer Isotopen-
sorte bestehen (Isotopomere), gezeigt. Im Fall des natlir-
lich vorkommenden Deoxynivalenols ist dies das 130, -DON, was

der natlUrlichen Verteilung zwischen C;; und C;; entspricht.
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Beispiel 2
Herstellung von hochgradig isotopenmarkiertem C-Fumonisin

Zur Herstellung eines vollstandig mit *C markierten
Fumonisins werden 1000 ml FlUssigmedium, bestehend aus 0,5
g KH,PO,, 0,5 g KNOs, 0,7 g MgSO,.7H,0, 2,0 g KCl, 17,5 g D-
[U-13C¢] Glucose, 1,5 g NHH,PO,, 15 mg Fe(II)S0.*7H,0 und 20
mg ZnS0s*7H,0, wmit D-[U-?C¢]lGlucose als einziger Kohlen-
stoffquelle, aufgebracht auf 1 x 1 x 1 cm groRe Schaum-
stoffwlirfel, mit Fusarium moniliforme inokuliert und bei 28
°C und 70 % relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank be-
britet. Nach 3 Wochen wird das toxinhdltige Material mit
einem Lo&sungsmittelgemisch aus 1:1 Acetonitril: H0
extrahiert und anschliefend zur Standardqualitdt (Reinheit
> 98 %) mittels Extraktion und Chromatografieschritte, wie
Ionentauscherchromatografie, Flash-Saulenchromatografie mit
Kieselgel, DlUnnschichtchromatografie und praparative HPLC,

aufgereinigt.

Pro 1000 ml Ansatz werden so 80 - 240 mg an “*C-Fumonisinen

gewonnen (HPLC-FLD) .

Beispiel 3
Herstellung von hochgradig isotopenmarkiertem [U-*3Cy;]-3-

Acetyl-Deoxynivalenol

zur Herstellung von hochgradig isotopenmarkiertem [U-Cys]-
3-Acetyl-Deoxynivalenol werden 1000 ml synthetisches Flius-
sigmedium, bestehend aus 0,5 g KH;PO,, 0,5 g KNO3, 0,7 g
MgS0s*7H,0, 2,0 g KCl, 17,5 g D-[U-C¢]Glucose, 1,5 g
NH,H,PO,, 15 mg Fe(II)SO.*7H,0 und 20 mg ZnSO,*7H,0, das

vollstindig isotopenmarkierte [U-°Ce]-Glucose als alleinige
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Kohlenstoffquelle enthdlt, aufgebracht auf eine Diatomeen-
erde, né&mlich Isolute HM-N, mit Fusarium graminearum ino-
kuliert und bei 28 °C flr 9 Tage im Brutschrank bebriltet.
Nach 9 Tagen wird das toxinhdltige Material geerntet, mit
Acetonitril/H,0-Aceotrop extrahiert wund anschliefend zur
Standardqualitdt (Reinheit > 98 %) mittels Extraktion,
Chromatografie, Kristallisation, Blchi-MPLC und Umkristal-
ligieren aufgereinigt. Aus einem Ansatz kénnen ca. 15 - 50
mg hochreines Endprodukt gewonnen werden. Die Kontrolle der
Reinheit erfolgte durch LC-UV Analyse mit einer Cl8-Kapil-

larsaule.

Ein derartiges hergestelltes, isotopenmarkiertes 3-Acetyl-
Deoxynivalenol hat eine gegeniiber dem nicht durchmarkierten
3-Acetyl-Deoxynivalenol um 17 g/Mol schwerere Moleklilmasse.
Nicht durchmarkiertes 3-Acetyl-Deoxynivalenol hat eine
Moleklilmasse von M/z = 338 und das vollstdndig isotopenmar-
kierte Produkt hat eine Molekllwasse von 355. Fig. 2 zeigt
das Massenspektrum'des reinen *C-3-Acetyl-Deoxynivalenol,
bei welchem zu erkennen ist, daR eine Durchmarkierung des
Produkts zu 75 % gelungen ist und die Isotopenverteilung
des Produkts erkennbar ist. Die Verteilung des Produkts und
der nicht vollstdndig durchmarkierten Isotopomere ist in
diesem Fall von der Isotopenreinheit des Ausgangsprodukts
130,-Glukose abhdngig und kann bei Einsatz von vollstdndig
reiner Cs-Glukose noch deutlich in Richtung vollsténdig
durchmarkiertes Produkt verschoben werden. Aus Fig. 2 ist
jedoch deutlich zu erkennen, daf Isotopomere, die weniger
als 13 **C-Atome besitzen, bereits so gut wie nicht vorhan-
den sind, so daf auch das '?C-3-Acetyl-Deoxynivalenol sehr

gut als interner Standard eingesetzt werden kann.
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Beispiel 4
Herstellung von hochgradig isotopenmarkiertem [U-*3C;,]-15-

Acetyl-Deoxynivalenol

zur Herstellung von hochgradig isotopemmarkiertem [U-Cyq]-
15-Acetyl-Deoxynivalenol wird Kulturmedium, bestehend aus
0,5 g KHPO,, 2,0 g NaNO;, 0,7 g MgSO,*7H,0, 2,0 g KC1, 15 g
D- [U-*2C¢]Glucose, 1,5 g NH H,PO,, 15 mg Fe(II)SO,*7H,0 und
20 mg 2ZnS0,*7H,0, auf grobkdérnigem Phyllosilikattrager mit
Fusarium graminearum inokuliert und im Brutschrank bei 28
°C bebrlitet. Nach 9 Tagen wird das toxinh&ltige Material
geerntet, mit Ethylacetat extrahiert und anschliefend zur
Standardqualit&t (Reinheit > 98 %) mittels Extraktion,
Chromatografie und Kristallisation aufgereinigt. Alternativ
zur Kristallisation kann auch ein weilterer Reinigungs-

schritt mittels praparativer HPLC eingesetzt werden.

Aus einem Fermentationsansatz kénnen ca. 30 - 60 mg hoch-

reines Zielprodukt gewonnen werden.

Beispiel 5
Herstellung von hochgradig isotopenmarkiertem [U-"3Cys]-Ni-

valenol oder [U-'2C;;] Fusarenon X

Zur Herstellung von hochgradig isotopenmarkiertem [U-*’Cys]-
Nivalenol oder [U-**C;,] Fusarenon X wird ein FlUssigmedium,
bestehend aus 0,5 g KyHPO,, 2,0 g NaNO3;, 0,7 g MgSO,*7H0,
2,0 g KCl, 15 g D-[U-Ce¢lGlucose, 1,5 g NHHPO;, 15 mg
Fe (II)S0,*7H,0 oder 20 mg ZnS0,*7H,0, mit [U-"°C¢]-Glucose
als einziger Kohlenstoffquelle und inertes Phyllosilikat
mit Fusarium nivale inokuliert und bei 28 °C fir 5 Wochen
bebriitet. Dann wird das toxinhdltige Material mit Methanol

und Methylenchlorid extrahiert und anschliefend zur Stan-
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dardgualitat (Reinheit > 98 %) mittels Extraktion,
Chromatografie und Kristallisation aufgereinigt. Alternativ
zur Kristallisation kann auch ein weiterer Reinigungs-

schritt mittels praparativer HPLC eingesetzt werden.

Beispiel 6
Herstellung von hochgradig isotopenmarkiertem [U-2C,,]-Och-

ratoxin A

Zur Gewinnung der Zielsubstanz wird der Pilz Petromyces al-
bertensis auf einem inertem Phyllosilikattrager mit synthe-
tischem Fllssigmedium, bestehend aus 0,5 g KHPO,, 2,0 g
NaNO;, 0,7 g MgSO,*7H,0, 2,0 g KCl, 15 g D-[U-"*C¢]Glucose,
1,5 g NHyH,PO,, 15 mg Fe(II)SO,*7H,0 oder 20 mg ZnSO0,*7H,0,
das als einzige Kohlenstoffquelle vollstandig *C-markierte

Glucose enthdlt, fermentiert. Die Kolben werden in der

oo

Folge in einem Brutschrank 6 Wochen bei 28 °C und 70
Luftfeuchte inkubiert und danach mit Toluol extrahiert. Die
Zielsubstanz wird wie in den vorherigen Beispielen sau-

lenchromatographisch aufgereinigt und umkristallisiert.

Beispiel 7

Herstellung von hochgradig isotopenmarkiertem [U-"°Ciq] -

Zearalenon

Zur Herstellung von hochgradig isotopenmarkiertem [U-*3Cig] -
Zearalenon werden 1000 ml FlUssigmedium, bestehend aus 0,5
g KHPOs, 0,5 g KNO;, 0,7 g MgSO.*7H,0, 2,0 g KC1l, 17,5 g D-
[U-C¢] Glucose, 1,5 g NHH,PO4, 15 mg Fe(II)SO0s;*7H,0 und 20
mg 2ZnSO,*7H,0, mit D-[U-C¢lGlucose als einziger Kohlen-
stoffquelle, aufgebracht auf pordsem, gebranntem Ton in
Granulatform, nd&mlich Seramis oder Lecca, mit Fusarium se-

mitectum inokuliert und bei 28 °C und 70 % relativer Luft-
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feuchtigkeit dim Brutschrank bebritet. Nach 3 Wochen wird
das toxinhdltige Material mit reinem Petrolether und
Petrolether/Ethylacetat-Gemisch von 4:1 und 2:1 extrahiert
und anschlieRend zur Standardgualitédt (Reinheit > 98 %)
mittels Extraktion und Chromatografieschritten, wie Ionen-
tauscherchromatografie, Flash-Sdulenchromatografie mit Kie-
selgel, Dunnschichtchromatografie und préaparativer HPLC,

aufgereinigt.

Beispiel 8
Herstellung von hochgradig isotopenmarkiertem °Ns-Rocque-

fortine C

Zur Herstellung eines vollstandig mit dem Stickstoffisotop
N markierten Rocquefortin C werden 1000 mL Flissigmedium,
bestehend aus 0,8 g KH;PO,, 0,7 g MgSO.*7H,0, 1,0 g KCI,
17,5 g D-Glucose, 1,0 g *°NH,*°NOs;, 1,5 g NaH,PO,, 15 mg
Fe (II)S0,*7H,0, 20 mg 2ZnS0,*7H,0, mit *°NH,’NO; als einziger
Stickstoffquelle, aufgebracht auf groben Kieselgur, mit Pe-
nicillium commune inokuliert und bei 12 °C und 70 % Luft-
feuchtigkeit im Brutschrank bebritet. Nach 48 Tagen wird
das toxinhaltige Material mit einem organischen Ldsungsmit-
telgemisch, bestehend aus . 9:1 Chloroform:Methanol ex-
trahiert und anschlieRend zur Standardqualité&t (Reinheit >
98 %) wmittels FlUssig-FlUssig-Extraktion, Flash-Saulenchro-
matographie mit Kieselgel und praparativer HPLC, aufge-
reinigt. Pro 1000 mL Ansatz werden 300 mg an *Ns-Rocquefor-

tine C gewonnen (HPLC-FLD).
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Beigpiel 9
Herstellung von hochgradig isotopenmarkiertem *°N,-*3S-

Penicillin

Zur Herstellung eines vollstédndig mit dem Stickstoffisotop
N und dem Schwefelisotop *3S markierten Penicillin werden
1000 mL FlUssigmedium, bestehend aus 1,0 g K;HPO,, 0,2 g
MgCl,, 20,0 g D-Glucose, 1,0 g *NH,®NO;, 0,5 g Na,**s0,, 1,5
‘g Na,HPO,, 5 mg Fe(II)Cl,, 5 mg ZnCl,, mit *’NH,°NO; als ein-
ziger Stickstoffquelle und Na,*sO, als einzige Schwefel-
quelle, aufgebracht auf kleinen Schaumstoffwirfeln, mit Pe-
nicillium notatum inokuliert und bei 28 °C und 70 % Luft-
feuchtigkeit im Brutschrank bebritet. Nach 30 Tagen wird
das toxinhaltige Material mit Ethylacetat extrahiert und
anschlieffend zur Standardqualit&t (Reinheit > 98 %) mittels
Flussig-FlUssig-Extraktion, Flash-Sdulenchromatographie mit
Kieselgel und prdparativer HPLC, aufgereinigt. Pro 1000 mL
Ansatz werden 500 mg an N,-?3S-Penicillin gewonnen (HPLC-

FLD) .
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Patentansprltiche

1. Verfahren zur Herstellung von isotopenmarkierten, sekun-
daren Stoffwechselprodukten wvon Pilzen oder Bakterien in
einem flussigen, synthetischen Kulturmedium, dadurch ge-
kennzeichnet, daf? die Synthese durch Immobilisieren der

Pilze oder Bakterien auf einem inerten Tradger unter Zugabe
von fllUssigem, synthetischem Kulturmedium, in welchem im
wesentlichen sé&mtliche Kohlenstoffatome, Stickstoffatome
und/oder Schwefelatome durch stabile Isotope ersetzt wur-

den, durchgefihrt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl
als Kohlenstoffquelle im flissigen, synthetischen Kulturme-
dium Zucker oder Zuckeralkohole, insbesondere D-[U-22Cq]-
Glucose, C-Saccharose, *@C-Glycerin und/oder **C-Acetat,
als Stickstoffquellen ®N-Aminosduren, -Nitrate,
-Ammoniumverbindungen oder -Harnstoff, als Schwefelgquellen
35- oder **S-Sulfate, -Sulfide oder -Aminosduren eingesetzt

sind.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich-
net, dall das fllUssige, synthetische Kulturmedium zusatzlich
eine Mischung, gewahlt aus anorganischen Salzen oder Sduren
und Basen mit den Ionen Na*, X', ca*, mg*‘, re™, zZn', cu't,

B*** sowie CO;”°, 80,77, PO,”"7, NO; , enthilt.

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekenn-
zeichnet, daR als inerter Trdger ein natlrlicher oder syn-
thetischer Trdger mit grofer innerer Oberflache, insbeson-
dere Silikat, Schichtsilikat, Zeolith, Bentonit, gebrannter
Ton, Diatomeenerde, Kunststoffe oder dgi., einéesetzt wer-

den.
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5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daf3
als inerter Trager ein Aluminiumsilikat, beispielsweise ein
Zeolith oder ein Schichtsilikat, insbesondere ein Vermi-
culit, aus der Gruppe der Glimmerminerale, in natlrlicher

oder behandelter Form eingesetzt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daR
als inerter Kunststofftrager Schaumstoff, Polyamid, Sili-
kon, Polyethylen, Polypropylen, Polytetrafluorethylen,

Polyester oder dgl. eingesetzt wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch ge-
kennzeichnet, daR die Herstellung bei Temperaturen zwischen
3 und 45 °C, insbesondere zwischen 10 und 35 °C, durchge-

fuhrt wird.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch ge-
kennzeichnet, daR die isotopenmarkierten, sekunddren Stoff-
wechselprodukte aus dem fllssigen, synthetischen Kulturme-
dium durch Extraktion und Aufkonzentration, beispielsweise
durch die Kombination der Schritte, wie Fest/Fllissig-Flls-
sig/Fllssig-Extraktion, Zentrifugieren, Filtration, Ein-

dampfen, Einengen und Verdampfen, gewonnen werden.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafd
als Reinigungsverfahren chromatographische Verfahren, ins-
besondere Saulenchromatografie, - praparative
Dinnschichtchromatografie, Ionenchromatografie, Affini-
t&tschromatografie, Ausschlufichromatografie und/oder prapa-
rative Hochleistungs-FlUssigkeitschromatografie, eingesetzt

werden.
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10. Isotopenmarkiertes, sekunddres Stoffwechselprodukt wvon
Pilzen oder Bakterien, welches gemdf einem Verfahren nach
einem der Ansprlche 1 bis 9 hergestellt ist, zur Herstel-
lung eines internen Standards in der Analytik, fUr Stoff-
wechselstudien in Flitterungsversuchen bei Tieren, f£Ur meta-
bolische Studien, zur Aufklarung von Stoffwechselkreis-
laufen, Abbauwegen und/oder Abbauzeitspannen sowie Einlage-

rungen.

11. Stoffwechselprodukt nach Anspruch 10, dadurch gekenn-
zeichnet, daf? als Stoffwechselprodukt Mykotoxine, insbeson-
dere Trichothecene, wie Nivalenol, Deoxynivalenol, 3-Ace-
tyl-Deoxynivalenol, 15-Acetyl-Deoxynivalenol, Fusarenon X,
T-2 Toxin, HT-2 Toxin, DAS, Fumonisine, wie Fumonisin B1,
B2 oder B3, Ochratoxine, wie Ochratoxin A, B, C oder D,
Zearalenone, Moniliformin oder Aflatoxine, wie Aflatoxin

Bl, B2 Gl oder G2, eingesetzt sind.

12. Stoffwechselprodukt nach Anspruch 10, dadurch gekenn-
zeichnet, daR als Stoffwechselprodukt Toxine, wie Endoxine
und Exotoxine, insbesondere Bakterientoxine von Escherichia
coli sp., Salmonella sp., Clostridium sp., Bacillus sp.

oder Staphylococcus sp., eingesetzt sind.

13. Stoffwechselprodukt nach Anspruch 10, dadurch gekenn-
zeichnet, daf als Stoffwechselprodukt Antibiotika,
insbesondere die von Actinomyceten gebildeten Antibiotika,
wie TetracYcline, Streptomycine oder Aminoglycoside, von
Bazillus sp. gebildete Antibiotika, wie Bacitracin oder
Polymyxin, von Penicillium gebildete Antibiotika, wie Peni-
cillin oder Griseofulvin, oder von Cephalosporium gebildete

Cephalosporine eingesetzt sind.
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14. Stoffwechselprodukt nach einem der Ansprliche 10 bis 13,
als Reinsubstanz mit einem Durchmarkierungsgrad mit *C,

5N, 338 oder **S von wenigstens 95 %.
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